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論文内容要旨
 1目的】アルツハイマー病(AD)は知的機能障害'や記憶力の低下を主徴とした神経変性疾患である。
 AD脳に最も疾患特異性が高い病理学的特徴は主にアミロイド員ペプチド(Aβ)の蓄積物から構成される
 老人斑であることから,脳内Aβ濃度の増加による可溶性Aβの凝集・蓄積がAD発症の引き金になると
 考えられている(アミロイド仮説).しかし,ADの大半をしめる弧発性ADにおいて明確なAβ産生量
 の増加は認められておらず,Aβが蓄積するメカニズムは不明であった。脳内Aβ濃度は邸産生系とク
 リアランス系のバランスによって一定に維持されていると推測されている。そこで近年,加齢に伴う脳
 内Aβクリアランスの低下が脳内Aβ濃度を増加させる原因の1つと考えられるようになった.脳内の可
 溶性Aβクリアランスは主にneprilysinに代表されるAβ分解酵素または血液脳関門(blood-bralnbarrier,
 BBB)を介した排出輸送によって行われることが示唆されている。2001年にAβワクチン療法の作用機
 序としてs量nk仮説が提唱されて以来,BBBを介したAβ排出輸送は脳内Aβクリアランスに重要な役割
 を果たしていることが示唆されている.しかし,BBBにおけるAβ排出輸送機構が明らかになれば,こ
 の排出輸送機構を標的とした脳内Aβ濃度を低下させる新しいAD療法薬の開発につながることが期待
 される.そこで本研究は,脳内産生量が最も多いAβ分子種であるAβ(1-40)のBBB排出輸送の特性お
 よびそれに関わる分子を明らかにすることを目的とした。
 1方法1且nvivoBBBを介した排出輸送解析:ラットおよびマウス左大脳に[t25i]humanAβ(i-40)(hAβ
 (1-40)),[1251]WKYMVmまたは[3H]fMLPとBBB非透過性マーカーである[3H]dextranまたは[14C]
 inullnを同時投与し,BralnE茄uxlndex(BE夏)法を用いて解析した。阻害効果は,各阻害剤を同時また
 は前投与することで解析した。みかけの脳分布容積はbrainsliceuptake法から求めた。i盤vlぼ。における
 輸送機能解析二hAβ(i-40)輸送候補分子の安定発現細胞を作成し,結合実験または輸送実験を行った.
 タンパク発現解析二Westemblot解析には,ラット組織から調製したwholebrainおよびbraincapiliary-
 ri廠丘actionを用いた。
 1結果・考察】BBBを介した植(1-40)排出輸送特性:モノマー[]25亙]鼓Aβ(1-40)は,ラット大脳皮
 質に投与後経時的に脳から排出され,雄ラットにおける消失速度定数はL58×10-2min-1,消失半減期は
 43.9minであった。雄性および雌性ラット大脳皮質領域におけるII251]hAβ(1-40)のみかけのBBB排
 出クリアランスは,1LOおよび13.8腓L/(min・gbrain)であった。また,雄ラットのみかけのBBB排出ク
 リアランスは,報告されている雄ラットのみかけのBBB流入クリアランスと比べて4.53-16.8倍大きかっ
 た。ダイマー[1251]難Aβ(i-40)を含む投与溶液を脳内に投与すると,その投与溶液中のダイマー[125i]
 鼓Aβ(1-40)の形成率に相関して脳からの[125亜]強Aβ(1-40)排出率は低下した。以上のことから,BBB
 におけるモノマーhAβ(1-40)の輸送は主に脳から循環血液への排出方向であり,BBBは脳内Aβ濃度
 の低下に重要な役割を果たしていることが示唆された.[1ユ51]hAβ(1-40)の投与後60分における脳から
 の排出率は,nepri1ysinの選択的阻害剤である闘orphanおよび中性エンドペプチダーゼの阻害剤である
 phospboramidonの同時投与で,それぞれ15.8,20.8%低下した.また,脳内に投与された[1251]hAβ(1-40)
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 の分解率は,伽orphanおよび帥osphoramidonの同時投与によって低下した。従って,脳内hAβ(!一40)
 クリアランスに対するAβ分解酵素の寄与は20、8%,排出輸送系の寄与は79.2%であることが示唆され
 た。
 BBBをノxしたhA1-40輸送子の喬:[1251]hAβ(1-40)の投与後60分における脳からの排出
 輸送は,非標識体且A段(1-40)およびhAβ(1-42)を前投与することによって,それぞれ79.1,36、4%阻
 害されたが,hAβ(1-43)およびhAβ(40-1)は阻害しなかった。従って,hA鯵(1-40)はラットBBBに発
 現する飽和性輸送機構を介して脳内から排出輸送され,その排出輸送機構は一部LA9(1-42)も輸送す
 ることが示唆された。Low-densitylipopro亡einreceptor-relatedprotein-1(LRP-1)は,脳からのBBBを介
 したhAβ(1-40)排出輸送に関与する主要分子として報告されている.Westemb減解析から,ラット脳
 毛細血管内皮細胞にLRP-1が発現していることが示唆された。しかし,LRPに対するantagonlstである
 簸umanreceptor-associatedprotein(RAP)を前投与しても,[1ユ5至]hAβ(1-40)の脳からの排出率は20.3%
 しか低下しなかった.当研究室のTamakiは,摂食下において肝臓のLRP-1を介した負Aβ(i-40〉取り込
 みは絶食下に比べて顕著に増加することを見いだしている。しかし,摂食下におけるラットBBBを介し
 た[125亙]hAβ(1-40)排出輸送に対するhumapRAPの阻害効果は18.9%であり,絶食下と差は見られなかっ
 た。AD脳に存在するapohpoproteinE(apoE)や¥舌性型α2-macrogbbulln(α2M*)などのLRPリガンドは,
 島Aβ(1-40)と複合体を形成してBBBにおけるLRP-1を介したhAβ(1-40)排出輸送を促進させること
 が示唆されている。しかし,[1251]hAβ(i-40)をAβと結合するLRPリガンドであるapoE2,E3,E3,
 E4,α2M*,lacto£eπinおよびmidklneと複合体を形成させることで,『㍉悔Aβ(1-40)の脳からの排出
 率は15.4,16.8,19.6,H.7,25.4,16、0%低下した.以上の結果から,ラットBBBに発現するLRP-1の
 脳から循環血液へのhAβ(1-40)排出輸送に対する寄与は20.3%であること並びにLRPリガンドはBBB
 を介したhAβ(1-40)排出輸送に対するcarrierとして機能しないことが示唆された.一方,BBBの血液
 側膜に発現するP-glycoprotein(曾一gp)は,hAβ(1-40)排出輸送に関与することが示唆されている。しかし,
 P-gpに対する阻害剤であるverapam11およびquinldlneを前投与しても,投与後60分における[1251]hA3
 (1-40)排出率は非投与群と同一であった。従って,P-gpの脳から循環血液へのhAβ〔1-40)排出輸送に
 対する寄与は小さいことが示唆された。
 BBBを介したhA(1-40)排出輸送に対するFPRLiの寄与:上記の結果から,脳内Aβクリアランスに、
 Aβ分解酵素およびLRP一王以外に58.9%の寄与を示す未知のhAβ(1-40)排出輸送分子が関与することが
 示された.そこでBBBにおける新規hAβ(1-40)排出輸送分子を同定するために,当研究室のTamakiは
 BBBに発現するhAβ(1-40)結合分子のプロテオミクス解析を行い,Gタンパク質共役型受容体である
 N一£o㎜ylpeptldereceptor-1ike1(FPRL1)がBBBにおいてhAβ(1-40)排出輸送に関与すると推定した。
 HりmanFPRファミリーは{MLPに対して高親.和性を示すFPR,低親和性を示すFPRnおよび反,応性がな
 いFPRL2の3種類のサブタイプが報告されている.[1251]hAβ(1-40〉の投与後60分における脳からの
 排出率は,FPRファミリーのリガンドである{MLP(FPR,FPRL1),lipoxinA4(FPRLl),WKYMVm(FPR,
 FPRLi,2),WKYMVM(FPRLl,2)の同時投与およびFPRL1の選択的antagonistであるWRWWWW
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 (wRw4)の前投与によってそれぞれ14.3,3玉.8,48.9,49.4,78.1%低下した。一方,neprilysinは
 5kDa以下のペプチドを基質にすることから,脳内に投与したWKYMVM(m)およびWRW4は脳内の
 職eprilysinによる[125茎bA多(1-40)分解を阻害しているこ≧が推測された。丁鼓lor凶an存在下における
 WKYMVmによる[125亙]猛β(重一40)の脳からの排出輸送の阻害効果は,非存在下と比べて変化がなかっ
 た。従って,WKYMVmおよびWRW4によるBBBを介した脳からの植β(1-40)排出輸送に対する阻
 害効果に,一部nephlyslnを主としたAβ分解酵素の阻害効果(20、8%)を含むことが推察された。以上
 の結果から,BBBを介した賄Aβ(1-40)排出輸送にFPRL1が関与し,その寄与は57、3%であることが示
 唆された.また,『25互掻Aβ(i-40)の脳からの排出輸送は,AD脳にて検出されるFRPL1リガンドであ
 るsemmamyloidAや函onpro{einの部分配列によって阻害された。従って,BBBに発現するFPRLlを介
 した排出輸送は、A王)における脳内Aβ蓄積の抑制だけでなく,アミロイドーシスやプリオンの脳内蓄積
 の抑制にも関与する可能性が示唆された.一方,FPRに高親和性のリガンドである[憤]{M聲および
 FPRLiに高親和性のリガンドである[t25亙]WKYMVmは,それぞれ消失速度定数4.33×IO一2および0.78
 ×10一2(翻n-1)で経時的に脳内から排出された。また,[狼]{ML2投与後20分における脳からの排出
 率は,hAβ(玉一40)およびhAβ(40-1)の同時投与において変化しなかった.一方,[1251]WKYMVmの投
 与後90分における脳からの排出率は,蝕Aβ(i-40)またはhAβ(1-42)の前投与においてそれぞれ55.i,
 49.7%低下したが,漁猟菊一1)の前投与では変化しなかった.これらのことから,ラットBBBにおいて,
 FPRおよびFPRLiはそれぞれのリガンドの脳から循環血液への排出輸送に関与していることが示唆され
 た。嫉β(1-40)が碑RおよびFPRLlに対するリガンドであるかを検討するために,員ロmanFPRおよび
 FPRLlのマウスのカウンターパートを発現させたnユFpri-myc/293細胞およびmFpr2-myc/293細胞におけ
 るhAβ(1-40)結合解析を行った。mFpr1一田yc/293細胞に対する猛鼻(i-40)結合量はmock細胞と比べて
 同程度であったのに対し,mFgr2-myc/293細胞に対するhAβ(!一40)結合量は増加した(p<0.05)。従っ
 て,む邸(!一40)はm恥r2に結合するリガンドであることが示唆された。
 BBBを介したhA(i-40)排出輸送に対するArPblndln・casse鞭舩ns艦erG2(ABCG2)の関与:遺伝
 子改変マウスにおいてBEi法を施行するために,マウスに対するBE至法を新たに開発した。野生型マウ
 スにおけるBBBを介した植β(1-40)排出輸送特性はラットのそれと類似していた。ABCG2遺伝子欠
 損マウスに対する⊂125亙]hAβ(1-40)の投与後60分における排出率は,野生型マウスと比較して15.9%
 低下した.また,ABCG2選択的阻害剤であるKoi43の前投与によって,[125i]註A媒1-40)の投与後60
 分における排出率は,15.4%低下した。次に,invi意roにおいてABcG2による納β(1-40)排出輸送活
 性を評価するために,ラットABCG2myc安定発現HEK293(rABCG2myc償EK293)細胞における難邸
 (i-40)の細胞内内在化量を検討した.『25玉]強Aβ(!一40)のrABCG2myc/HEK293細胞内への内在化量は,
 反応時間亜。分においてHEK293細胞よりも49.!%減少した。一方,Ko143存在下におけるrABcG2myc/
 蚤{EK293細胞内への[!25i]hAβ(1-40)内在化量は,HEK293細胞と比較して差は見られなかった。これ
 らのことから,ABCG2はBBBの血液側膜において甑β(1-40)を排出輸送する分子のiつであることが
 示唆された。
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 1結論1本研究により,大脳皮質領域のBBBにおける麟β(1構0)輸送は,脳から循環血液への排出
 方向に優位であることが示された。また,RBBにおける植β(i-40)排出輸送を担う主要な分子として
 FPRLlが,一部LRP-iとABCG2が関与することが示唆された。これらの知見は,BBB排出輸送と脳内
 Aβ蓄積機構との関係を解明する上で非常に重要な研究成果であると考えられる.今後,BBBにおける
 A聲排出輸送分子の発現制御機構を明らかにすることによって,BBBを介したAβ排出輸送の増強を作用
 機序とした脳内部濃度を低下させる新しいAD治療薬への開発へと発展することが期待される.
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 審査結果の要旨
 アミロイドβペプチド(Aβ)の脳内クリアランスの異常は,アルツハイマー病発症カスケードの上流に
 位置すると考えられている.血液脳関門(blood-brainbar哲er,BBB)を介した脳から循環血液への可溶性
 Aβの排出輸送は,neprllysinに代表されるAβ分解酵素と共に,脳内Aβクリアランス機構として重要な
 役割を果たしていると推察されている。しかし,BBBにおけるAβ排出輸送に関与する分子について不
 明な点が多い。脳内で最も産生量が多いAβはアミノ酸40個からなるAβ(i-40)である.そこで本研究
 は,Aβ(i-40)のBBB排出輸送特性およびそれに関わる分子を解明することを目的とした。BrainE銅ux
 1泌ex(BE亙)法を用い,モノマーhumanAβ(1-40)(hAβ(1-40))が消失半減期約44分で脳から排出される
 ことを示した.h邸(1-40〉はダイマーやlowdensltylipoprotein-relatedprotein(LRP〉リガンドと複合体を
 形成することで,hAβ(1-40)の脳からの排出は抑制された。ラット大脳皮質領域において,BBBを介し
 た負Aβ(玉一40)排出クリアランスは,既報のhAβ(i40)流入クリアランスより約5～17倍大きく,性差
 は見られなかった。脳内Aβクリアランスに対して邸分解酵素の寄与は約20%であった.従って,モ
 ノマーhAβ(1-40)の脳内クリアランスにBBB排出輸送機構が大きく関与することが示唆された.BBB
 を介したAβ(1-40)排出輸送は,LRPのan重agonlstであるreceptor-associatedproteinによって約20%阻害
 されたが,P-gp阻害剤では阻害されなかった.Westemblot解析から,脳毛細血管にLRP弓が発現して
 いることが示唆された。従って,BBBを介したhAβ(1-40)排出輸送に対してLRP-1は主要分子でない
 ことが示唆され,BBBにはLRP-1以外に主要な五Aβ(1-40)排出輸送分子が存在することが示された。
 BBBに発現するhAβ(1-40)結合分子のプロテオミクス解析から,hAβ(1-40)排出輸送に関与する候補
 分子として示唆されたG蛋白質共役型受容体について次に解析を行った。BBBを介したhAβ(1-40)排出
 輸送は,この受容体リガンドによって約57%阻害された。さらに,リガンドの誘導体の脳からの排出輸
 送は,hAβ(1-40)の配列特異的に阻害された。従って,この受容体が,hA多(1-40)の血液脳関門排出輸
 送を担っていることが示唆された。一方,hAβ(1-40)の脳からの排出輸送は,ABCG2選択的阻害剤存
 在下およびABCG2遺伝子欠損マウスにおいて減少した。従って,ABCG2がBBBにおいてhAβ(1-40)
 の排出輸送に関与していることが示唆された。
 以上,本研究は,G蛋白質共役型受容体がBBBを介した鼓Aβ(1-40)排出輸送を担う主要な分子であ
 ること,LRP-1とABCG2は一部五Aβ(1-40)排出輸送に寄与することを示唆した。本研究結果は,脳内
 AβクリアランスにおけるBBB排出輸送機構の重要性を示しており,薬学研究において有用な知見を見
 いだしたものとして高く評価できる.
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める.
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